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Wpływ soli zawartych w moczu i osoczu krwi na rozdział 
chromatograficzny aminokwasów na bibule 


BnuaHue cone, coqepłkaujnxca B moye M nna3me VOR, Ha xpoMmaTorpapuuetkoe 
pazaenenne AMHHOKHCHOT HA NPOMOKATENŁHOH 6ymare 


The Effect of Salts in Urine and Blood Plasma on the Chromatographic Separation 
of Aminoacids on Filter Paper 


Wielu badaczy zwróciło uwagę na wpływ soli i innych substancji w badanym 
materiale na chromatograficzny rozdział aminokwasów. Sole powodują rozmywa- 
nie plam i tworzenie się tak zwanych smug i „ogonów” utrudniających rozdział 
aminokwasów o zbliżonych Rf (2). Wg Consdena i Gordona (5) stężenie 
soli w granicach 1—10 mikrograma nie wpływa ujemnie na chromatograficzny 
rozdział aminokwasów i nie zmienia ich Rf. Opracowano szereg metod odsalania 
i oczyszczania materiału biologicznego przed analizą chromatograficzną amino- 
kwasów. Często stosuje się do odsalania badanego materiału dializę lub elektro- 
dializę. Ujemną stroną elektrodializy jest zachodząca w jej przebiegu przemiana 
argininy w ornitynę (8), Consden, Martin i Gordon zwracają uwagę na 
przechodzenie aminokwasów przez błonę półprzepuszczalną w procesie odsalania 
materiału za pomocą dializy (5). Odsalanie moczu, płynu rdzenio-mózgowego 
i innych płynów ustrojowych na kolumnach chromatograficznych wypełnionych 
jonitami prowadzi do strat tauryny, wypływającej z kolumny wraz z anionami, jak 
również i argininy, która się nie wymywa z kolumny 0,2 n NH; (6). Sole z roztworu 
zawierającego aminokwasv oczyszcza się również na drodze ekstrakcji absolutnym 
etanolem, iub acetonem (3), (7). Boulanger zastosował do tego celu jonoforezę 
(4), Niektórzy badacze do odsalania stosują bibułę impregnowaną roztworami 
różnych substancji, które zatrzymują sole na bibule w miejscu naniesienia analizo- 
wanej próby (2). Przedstawione metody oczyszczania z soli badanego materiału 
są długie, żmudne i wymagają specjalnej aparatury oraz odczynników. Ponadto 
prowadzą one do strat jakościowych i ilościowych niektórych aminokwasów. 
Z wyżej wymienionych względów w przedstawionej pracy podjęto badania wpływu 
soli oraz niektórych substancji organicznych zawartych w moczu i w osoczu krwi 
na chromatograficzny rozdział aminokwasów. Określono wpływ soli i innych 
związków w wymienionych płynach ustrojowych na Rf szeregu aminokwasów, 
na zwartość powierzchni ich plam na bibule, jak również na wielkość ekstynkcji 
barwnych eluatów kompleksów „Dyda” z jonami kadmu. 
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MATERIAŁ I METODY 


Do sporządzenia roztworów wzorcowych użyto 14 aminokwasów: 1) alaninę, 
2) kwas glutaminowy, 3) serynę, 4) kwas asparaginowy, 5) fenyloalanine, 6) leucyne, 
7) argininę, 8) treoninę, 9) glicynę, 10) tyrozynę, 11) lizynę, 12) metioninę, 13) walinę, 
14) cystynę firmy Nutritional Biochemical Corporation Cleveland Ohio USA. Do 
kompleksowania dwuketo-hydrindyleno-dwuketo-hydrindaminy tak zwanej „Dyda” 
powstającej w wyniku reakcji aminokwasu z ninhydryną (9), stosowano chemicznie 
czysty azotan kadmu, NaCl, KCl, NaSO, NH,Cl, Cal, Chemicznie czyste: mocznik 
i kreatynina, aceton, metanol, n-butanol, lodowaty kwas octowy chemicznie czysty 
produkcji Spółdzielni Farm.-Chem. „Isopharm”. Aminokwasy na bibule wywo- 
ływano ninhydryną produkcji Politechniki Śląskiej. Rozdział aminokwasów prze- 
prowadzono na bibule Whatman nr 3 metodą chromatografii bibułowej wstępującej 
(10) w kamerach szklanych o wymiarach 20 X 40 cm. Chromatogramy rozwijano 
dwukrotnie układem rozpuszczalników n-butanol, kwas octowy, woda 4:1:1. Czas 
jednokrotnego rozwijania chromatogramu wynosił 36 godzin i przebiegał w tempe- 
raturze pokojowej. Czerwone kompleksy ,,Dyda” poszczególnych aminokwasów 
z jonami kadmu eluowano z bibuły 70% metanolem i ich gęstość optyczną mie- 
rzono w fotokolorymetrze Specol firmy Carl Zeiss Jena NRD przy długości fali 
510 milimikronów. Grubość warstwy przepuszczającej 1 cm. Powierzchnię plam 
kompleksów ,,Dyda” z jonami kadmu mierzono planimetrycznie. Pomiar powierzchni 
każdej plamy dokonywano trzykrotnie i brano średnią arytmetyczną z dokonanych 
pomiarów. 


BADANIA WŁASNE 


W celu określenia wpływu soli nieorganicznych zawartych w osoczu 
krwi na chromatograficzny rozdział aminokwasów przygotowano roztwór 
nr 1. Roztwór ten zawierał w swym składzie główne sole występujące 
w przybliżeniu w takich samych stężeniach jak w osoczu krwi. NaCl 
0,81%, NaHCO, 0,2%, KCI 0,047%, CaCl, 0,030%. Pominięto sole man- 
ganu, żelaza i cynku, ponieważ występują one w osoczu tylko w iloś- 
ciach śladowych. Dla zbadania wpływu soli nieorganicznych i innych 
związków zawartych w moczu na chromatograficzny rozdział aminokwa- 
sów sporządzono roztwór nr 2 o składzie NaCl 0,89%, KCI 0,28%, Na,SO, 
0,26%, NH,Cl 0,118%, CaCl, 0,041%, mocznika 2%, kreatyniny 0,1%. Roz- 
twór ten poza kwasem moczowym, amoniakiem i innymi związkami wy- 
stępującymi w małych ilościach odpowiadał swym składem jakościowym 
i ilościowym składnikom zawartym w moczu ludzkim. 


Wzorcowe roztwory aminokwasów o stężeniu 107% mikromola nano- 
szono pasmowo na arkusze bibuły o wymiarach 46 X 52 cm. Długość na- 
noszonego pasma wynosiła 25 mm, a odległość pomiędzy pasmami 30 mm. 
Obok aminokwasu nie zawierającego soli nakraplano takie samo stężenie 
danego aminokwasu wraz ze wzrastającą ilością soli nr 1 lub nr 2. 1 pi- 
petka nanoszonego roztworu odpowiadała 0,05 ml roztworu nr 1 lub roz- 
tworu nr 2. Ilość nanoszonego roztworu obu soli wahała się w granicach 
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0,05—0,25 ml. Po każdym naniesieniu roztworu bibułę suszono strumie- 
niem ciepłego powietrza używając suszarki fryzjerskiej tak zwanego ,,fo- 
enu”. Po nakropleniu badanego materiału arkusze bibuły zwijano cylin- 
drycznie i po zeszyciu umieszczano w szklanej kamerze złożonej z pod- 
stawy eksykatora i klosza. Na dnie kamery znajdowała się płytka Petrie- 
go z układem rozpuszczalników n-butanol — kwas octowy — woda 4:1:1. 
Długość drogi przesuwania się czoła rozpuszczalnika wynosiła 43 cm. 
Chromatogramy suszono w temperaturze pokojowej około 12 godz., a na- 
stępnie wywoływano 0,25% acetonowym roztworem ninhydryny z do- 
datkiem azotanu kadmu. Roztwór ninhydryny z kadmem przygotowano 
wg Barrouliera (1). Po wysuszeniu chromatogramów na bibule po- 
jawiły się różowo-czerwone plamy kompleksów ,,Dyda” z jonami kadmu. 
Po obrysowaniu plam, za pomocą płanimetru określono ich powierzchnię. 
Zmierzono Rf aminokwasów rozdzielanych chromatograficznie z roztwo- 
rów wzorcowych nie zawierających soli, jak również i tych samych ami- 
nokwasów o różnym stopniu zasolenia. Następnie wycięte plamy komplek- 
sów cięto na drobne paski, eluowano 70% metanolem i mierzono ich gę- 
stość optyczną w fotokolorymetrze Specol przy długości fali 510 milimi- 
kronów. 


Tab. 1. Wpływ soli zawartych w osoczu na Rf, powierzchnię plam i ekstynkcje 
kompleksów ,.Dyda” aminokwasów z jonami kadmu 
Effect of salts in plasma on the Rf, surface of spots and extinction of ”Dyda” 
complexes of amino acids with cadmium ions 


Stezenie $ ` 
Lp. Aminokwas soli Rf Powierzchnia Ekstynkcje 
r plam w mm? X1000 
w mikrogramach 
1. Leu 000 0.81 730 110 
Leu 500 0,81 805 120 
Leu 1000 0,81 1020 125 
Leu 2500 0,80 1075 135 
2. Arg 000 0,29 705 145 
Arg 500 0,21 500 150 
Arg 1000 0,22 485 100 
Arg 1500 0.22 510 100 
Arg 2500 0,22 540 100 
3. Tyr 000 0.50 1150 200 
Tyr 500 0,51 1450 225 
Tyr 1000 0.52 1810 250 
Tyr 1500 0,53 1990 275 


Tyr 2500 0,52 2000 300 
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Ciąg dalszy tab. 1 


11. 


12. 


Wal 
Wal 
Wal 
Wal 


Ala 
Ala 
Ala 
Ala 


Ser 
Ser 
Ser 
Ser 


Gli 
Gli 
Gli 
Gli 


Asp. 
Asp. 
Asp. 
Asp. 
Asp. 


Tre 
Tre 
Tre 
Tre 


Liz 
Liz 
Liz 
Liz 
Liz 


Met 
Met 
Met 
Met 


Cys 
Cys 
Cys 
Cys 
Cys 
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000 
500 
1000 
1500 


000 
500 
1000 
1500 


000 
300 
1000 
1500 
2500 


000 
500 
1000 
1500 


000 
500 
1000 
1500 
2500 


000 
500 
1000 
1500 


000 
500 
1000 
1500 
2500 


000 
500 
1000 
1500 


000 
500 
1000 
1500 
2500 


0,68 
0,68 
0.67 
0,68 


0,40 
0,40 
0,41 
0,44 


0,28 
0,27 
0.25 
0,25 
0,25 


0,28 
0,26 
0.24 
0,22 


0,21 
0.21 
0,23 
0.25 
0,26 


0.32 
0.34 
0,35 
0,37 


0.10 
0,10 
0,12 
0,12 
0,12 


0,69 
0,62 
0,60 
0,59 


0,07 
0,07 
0,07 
0,07 
0.09 
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Tab. 2. Wpływ soli i mocznika zawartego w moczu na Rf, powierzchnię plam 
i ekstynkcje kompleksów „Dyda” aminokwasów z solami kadmu 
Effect of salts and urea in urine on the Rf surface of spots and extinction of ’Dyda” 
complexes of amino acids with cadium ions 


Lp. Aminokwas 


1. Arg 
Arg 
Arg 
Arg 
Arg 


2. Ala 
Ala 
Ala 
Ala 


3. Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 


Cys 
Cys 
Cys 
Cys 


5. Tyr 
Tyr 
Tyr 
Tyr 
Tyr 


6. Glu 
Glu 
Glu 
Glu 


7. Tre 
Tre 
Tre 
Tre 


Stezenie soli i mocznika 


w mikrogramach 


soli 


000 
899 
1600 
2400 
4000 


000 
8060 
1600 
2400 


000 
8u0 
1600 
2400 
4000 


000 
800 
1600 
240) 
4000 


000 
800 
1600 
2400 
4000 


000 
800 
1600 
2400 


000 
300 
1600 
2400 


mocznika 


000 
1000 
2000 
300) 
5000 


000 
1000 
2000 
300) 


000 
1000 
2006 
3000 
5000 


000 
1000 
2009 
300°) 
5000 


000 
1000 
2000 
3000 
5000 


000 
1000 
2300 
3000 


000 
1000 
2000 
3000 


Rf 


0,22 
0,16 
0,16 
0,16 
0,16 


0,42 
0,39 
0,39 
0,39 


0,30 
0,25 
0,23 
0,23 
0,21 


0,09 
0,07 
0,05 
0,04 
0,03 


0,52 
0,50 
0,48 
0,50 
0,50 


0.30 
0,28 
0,28 
0,30 


0,33 
0.32 
0,31 
0,31 


Powierzchnia 
plam w mm2 


Ekstynkcje 
X1000 
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Ciąg dalszy tab. 2 


8. Fen 000 000 0,73 1200 — 
Fen SUD 1000 0,73 1080 = 
Fen 1600 2000 0,74 1040 — 
Fen 2400 3000 0,74 1000 — ; 
9. Leu~~ 000 000 0,81 — — 
Leu 800 1000 0,80 — — 
Leu 1600 2000 0.81 — — 
Leu 2400 3000 0,80 ~ — 
10. Asp 000 000 0,27 — — 
Asp 300 1000 0,26 — — 
Asp 1600 2000 0,26 — — 
Asp 2400 3000 0,26 — — 
Asp 4000 5000 0,26 — — 
11. Liz 000 000 0,12 = — 
Liz 800 1000 0,11 — — 
Liz 1600 2000 0,12 = — 
Liz 2400 3000 0,13 TO «= — 
12. Met 000 000 0,70 — — 
Met 800 1000 0,70 — — 
Met 1600 2000 0,70 = — 
Met 2400 3000 0,70 — — 


WYNIKI I WNIOSKI 


Tab. 1 przedstawia Rf, powierzchnie plam i ekstynkcje komplekséw 
„Dyda” z jonami kadmu samych aminokwasów i o różnym stopniu ich 
zasolenia. Do zasolenia użyto soli, które znajdują się w osoczu krwi zwięk- 
szając ich stężenie w nanoszonej na bibułę próbie. 

Spośród 14 przebadanych aminokwasów wyraźny wpływ soli na zmia- 
nę Rf zaobserwowano u 5 aminokwasów to jest 1) alaniny, 2) seryny, 3) 
kwasu asparaginowego, 4) treoniny i 5) glicyny. Ryciny 1, 2, 3, 4i 5 obra- 
zują zależność Rf wymienionych aminokwasów od stężenia soli w roztwo- 
rze badanego aminokwasu. U pozostałych aminokwasów nie zauważono 
wpływu soli na ich Rf, względnie tylko niewielkie odchylenia nie ma- 
jące praktycznego znaczenia. Na niektórych chromatogramach z nakro- 
plonymi zasolonymi aminokwasami, zaobserwowano różnice w wielkości 
powierzchni plam w porównaniu do tych samych aminokwasów o analo- 
gicznych stężeniach lecz pozbawionych soli. W tych przypadkach wyko- 
nano planimetryczne pomiary powierzchni plam oraz zmierzono optyczną 
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gęstość ich eluatów. Zmiany powierzchni plam aminokwasów nie zawsze 
występowały z równoczesną różnicą w wielkości ekstynkcji ich elua- 
tów. Uwidoczniło się to wyraźnie w przypadku seryny. 


SE | gr | 
cyk | $ an 
| j 
j 
wal =) 


£ 
=: 


"p 
as ———————— rx 


s50 1000 1500 Deen 2500 Cug ty "c." so 7000 ród Ć uy 


Ryc. 1. Wpływ soli na Rf alaniny Ryc. 2. Wpływ soli na Rf serynv 
Effect of salts on alanine Rf Effect of salts on serine Rf 


W tab. 2 zestawiono pomiary Rf, powierzchni plam i gęstości optycz- 
nej eluatów aminokwasów nie zawierających soli jak również z dodat- 
kiem różnego stężenia substancji zawartych w roztworze nr 2. Roztwór 
nr 2 w przybliżeniu swym składem jakościowym i ilościowym odpowia- 
da składnikom zawartym w moczu ludzkim. Na Rf, wielkość powierzchni 
plam i gęstość optyczną eluatów aminokwasów, poza solami nieorganicz- 
nymi mogą mieć wpływ substancje organiczne, to jest mocznik i kreaty- 
nina. Wyraźny wpływ soli i innych substancji zawartych w roztworze 
nr 2 na Rf uwidacznia się w przypadku 1) argininy, 2) alaniny, 3) cysty- 
ny i 4) seryny. U pozostałych 10 aminokwasów nie zaobserwowano wy- 
raźnych różnic w ich Rf. Należy podkreślić, że w porównaniu do amino- 
kwasów pozbawionych soli, mocznika i kreatyniny, u argininy, alaniny, 
cystyny i seryny zawierających wymienione substancje nastąpiło obniże- 
nie Rf wymienionych aminokwasów. 


Ryciny 6, 7, 8 i 9 obrazują wpływ substancji zawartych w moczu 
(roztworze nr 2) na obniżenie Rf czterech wymienionych kwasów. Sto- 
sowane do badań roztwory nr 1 i 2 różniły się między sobą składem ja- 
kościowym i ilościowym. Roztwór nr 2 poza solami nieorganicznymi po- 
siadał dwa związki organiczne, to jest mocznik i kreatyninę. Różnice 
w składzie chemicznym roztworów nr 1 i nr 2 mogły być przyczyną nie- 
jednakowego ich oddziaływania na Rf tych samych aminokwasów. Związ- 
ki zawarte w roztworze nr 2 obniżały Rf alaniny, natomiast sole znaj- 
dujące się w roztworze nr 1 podwyższały Rf tego aminokwasu. Roztwór 
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Ryc. 3. Wpływ soli na Rf kwasu Ryc. 4. Wpływ soli na Rf treoniny 
asparaginowego Effect of salts on threonine Rf 


Effect of salts on asparatic acid Rf 
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Ryc. 5. Wpływ soli na Rf glicyny Ryc. 6. Wpływ soli i mocznika zawar- 
Effect of salts on glicine Rf tych w moczu na Rf argininy 
Effect of salts and urea in urine on 


arginie Rf 


nr 1 zmieniał Rf kwasu asparaginowego, treoniny i glicyny, a roztwór 
nr 2 nie wpływał na Rf wymienionych aminokwasów. Związki zawarte 
w roztworze nr 2 obniżały Rf argininy i cystyny, a znajdujące się w roz- 
tworze nr 1 nie oddziaływały na Rf wymienionych aminokwasów. Na tej 
podstawie z dużym prawdopodobieństwem można przypuszczać, że sole 
zawarte w odbiałczonym odczynnikami organicznymi osoczu w inny spo- 
sób oddziaływują na Rf aminokwasów niż sole i związki organiczne za- 
warte w moczu. Wg Consdena i Gordona (5), jeśli stężenie soli 
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w badanym materiale przekracza 10 mikrogramów, to u aminokwasów 
tworzą się tak zwane „ogony”. Badania własne tego nie potwierdziły. 
Stosując chromatografię wstępującą przy użyciu bibuły Whatman nr 3 
i układu n-butanol, kwas octowy, woda 4:1:1, przy stężeniach soli w gra- 
nicach od 500—4000 mikrogramów nie zaobserwowano tworzenia się 
ogonów u badanych aminokwasów. Obecność soli nr 1 i nr 2 w badanym 
materiale wpływała jedynie na zmianę wielkości powierzchni plam ami- 
nokwasów na bibule. Plamy te były jednak dobrze odgraniczone bez smug 
i „ogonów”. 


a354 ! 
ol R , o! r pn r -e 
800 1600 2400 3200 4000 Ć ug 200 1600 2400 3200 “000 Cug 
Ryc. 7. Wpływ soli i mocznika zawar- Ryc. 8. Wpływ soli i mocznika zawar- 
tych w moczu na Rf alaniny tych w moczu na Rf cystyny 
Effect of salts and urea in urine on Effect of salts and urea in urine on 
alanine Rf cystine Rf 


Uzyskane wyniki dowodzą konieczności odsalania osocza, a także mo- 
czu i innych płynów ustrojowych przed analizą chromatograficzną zawar- 
tych w nich aminokwasów. Sole zawarte w badanym materiale zmieniają 
Rf niektórych aminokwasów oraz wpływają na zmianę wielkości po- 
wierzchni plam aminokwasów na bibule, co posiada zasadnicze znacze- 
nie dla ich analizy ilościowej. Wpływ soli na wielkość powierzchni plam 
aminokwasów i na zmianę gęstości optycznej ich eluatów z bibuły pro- 
wadzi do bardzo dużych błędów w analizie ilościowej planimetrycznej 
i kolorymetrycznej. Zwartość plam aminokwasów przy dużym stężeniu 
soli uzyskano prawdopodobnie dzięki własnościom odsalającym zasto- 
sowanej grubej bibuły Whatman nr 3. Wydaje się ona korzystniejsza dla 
analizy chromatograficznej aminokwasów zawierających sole, od pow- 
szechnie stosowanej bibuły Whatman nr 1. 
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Ryc. 9. Wplyw soli i mocznika zawartych w moczu na Rf seryny 
Effect of salts and urea in urine on serine Rf 
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PE3IOME 


VccneqoBanu BnuaHnue Conen, cogepxalinxca B mNa3mMe KPOBH, a Tak- 
coneń n coeguHeHni, COĄEPKALIHXCA B MOUE, Ha xpoMaTorpadpnueckoe 


pa3sgenenne 14 aMMUHOKNCNOT. 


Conn, coHepxaiineca B nna3me, noBbiwann Rf anaHuHa, cepuHa, acna- 


parnHoBou KMCHOTbI, TREOHMHA n TNMLIMHA, ZATO conn, COHEPKALUMECA B MO- 


ue, 


noHukanu Rf apruHnHa, anaHnuHa, LiucTuHa u cepuHa. Kpome TOTO, OHM 


BIMAMIM Ha pa3Mep NATEH AMMHOKKCNOT u ONTMUECKYO NNOTHOCTb 3NIOATOB 
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KOMNNEKCOB „Dyda” c noHamMn kaĄMmna. Mpu koHueHTpaumu 500—4000 mkr 
conn He Ha6niogann y naren Ha GyMmare npucytcTBHe Tak Ha3b!BaeMbIx 
XBOCTOB. 


SUMMARY 


The paper deals with the effect of salts in plasma and of the content 
of salts and compounds in urine on the chromatographic separation 
of 14 aminoacids. 


The plasma salts brought about an increase of Rf of alamine, serine, 
asparaginic acid, threonine and glycine, whereas the urine salts caused 
a decrease of Rf or arginine, alanine, cysteine and serine. Besides, they 
also effected the size of aminoacid spots and the optical density of ellates 
of the „Dyda” complexes with cadmium ions. The formation of the so-cal- 
led tails close to the spots of particular aminoacids on the filter paper was 
not observed at the tange of salt concentration from 500 to 4000 meg. 
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